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(S£) Herstellung einer Matrix-gebundenen miniaturisierten kombinatorischen Poly- und Oligomerbibliothek 

(57) Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Herstellung 
rationaler kombinatorischer Oligo- und Poiymerbibiiotheken 
auf festen Substraten. Dabei wird eine etablierte Synthese- 
chemie genutzt. Die Bibliothek wird durch in-situ Synthese 
generiert. Durch Nutzung einer StempeJtechnik ist es mog- 
lich, sehr kleine Loci selektiv mit entsprechenden Reagen- 
zien anzusprechen. Die iaterale Aufiosung kann bei Bedarf 
im Bereich der lithographischen Techniken, wie sie in der 
Mikrosystemtechnik ublich sind, angesiedelt werden. Mit 
entsprechend geeigneten Synthesealgorhythmen gelingt es, 
eine gro&e Zahl molekularer Spezies auf kleine Flachen zu 
positionieren. Nach erfolgter Synthese ist die Position jeder 
der synthetisierten molekuiaren Spezies einzeln bekannt. 
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1 VerfahrenvonAffymaxerforderteinespezielleSchutz- 
Beschreibung g^ppenchemie, dtericbt. allgemein gebrauchlich and 

SXh kostenaufwendig und unausgereift ist D es 
Molekulare Wechselwirkungen zwischen Polymery tog* KaSnen bef der Lange der zu synthemje- 
und SSden spielen eine wichtige Funktion bei biolo- "^p^™.. Weiterhin werden photohthographi- 
^^vS^eaGertageAmterung^mdenph^ 5 ^f s n ^S tech niken genutzt, die heute Standard in 

SschchemLhen Eigenschaften von Polymeren. and/ g e ,^ trilktur technik sind. Dies macht an Arbeuen 
oSr Liganden konnen wesentliche Anderungen in der Jer NUkrost ^ ^ man hohe raumhche 

meSationen auf einer Flache unterzubnngen, urn J"™^ Pol ere syn thetisiert werden; die Rander 

^al^Sgg^ ^VerfahrenvonSou^undMaskosbietetzwar 
SgBdXl spelfif che Wed^dwjkm^l^ die SogSkeit der Nutzung **»°^*g£^ 
kann in weiteren Untersuchungen der EinfluB now rea * ien i st aber hierbei unokonormsch, die KapUla 
KSte (wie Wirkstoffe) auf spezifische Wechselwvr- » "JJJJJ 1 ^ voUer Lang e mit dem Reagenz gefuUt 
kunSur^ warden Auch ist bei Nutzung des beschnebenen Syn- 

Se Untersuchungen setzen das Vorhandensein emer ^se Jgorhythmus die Synthese aUer Vanauonen emer 
SSoto^vonui die gestattet, kleine Mengen an ^g^ unm6glich y Das Verfahren ist im selben 
JSEffl gezielt an definierten Stellen ernes festen ™^ | beschriebene, miniatunsierbar Al- 

SgS ain r Da bei gegebener f Jtoo £ ««™M » MaBe ™ ^ Mikrostrukturierung des Trager s selbst 

^sa^^ -SSfSU ein Bedarf nach einem alternation 

= Damitwird klar, das eine Miniaturisierung ; emer ^^^tang einer miniaturisierten Poly- 

solchen Matrix ebenfalls notwendig wu-d. Dies ist auch ^ertaftren bei dem die Nachteile der be- 

n °Ant)etracht der Preise fur die Reagenzien erstrebens- 3 o "^rflhren vermieden werden • D^abe be^ 

Vorhabent gelang Mitarbeitern der Firmen Affymax .^"^.ge^ndenen miniaturisierten kombinaton- 
IZ /SEmeS (Combinatorial Chemistry - • apphca- 35 ^Matnx g» oligomer bibliothek vor 1 Nuklem- 
Ss of Uglt directed chemical synthesis; Jacobs, Jeffrey ^^p*™^ Zuckern und anderen chemischen 
W FodorSte P henPA,TrendsinBiote C hnology im sauren rep ^ ^ Mehrschr i ttsynthe se herge- 
12(1) 19-26). Hierbei wird eine neuartige Syntheseche V«M! - Kombinati onen daraus unter Ver- 
UchtLnsitiven 40 wing eines chemisch inerten S.^^ ; 

croeiffneter Masken, wie sie in der Photolitnograpmc « Oberflache eine durch den gewahlten Syntneseaigo 
Kfch S3, werden Molekule auf definierten Bereichen ^hmTvorLimmte Mikrostrukturierung aufweitf, 

EbenfaS ist es mittels desselben J^*^ Grup g pen geeignetes Entschutzungs- 

aktivierbarerAminogruppengelungen^ reagenz getaucht wird, 

ken anzulegen (Light directed combinatorial pepttde S 5 Entschatzungsreagenz benetzte 

£91,489-91). ...u.^vonOliso. Ktmiwlen funktSonelta Grupp«i freight 

JKSSSJS*^^^ ft* W^chen ». m« T . 

h^chrieben (Parallel synthesis and analysis of large da s Substrat mit einem ersten akuvierten chemi- 

numbe^rVSrelS chemical impounds: applications 6 o J«S« J^^^^ichtet wird, wodurch anden 

to Nucleotides; Southern, Edwin M.; Maskos, Uwe; KseSten terminalen funktionellen Gruppen ei- 

ffiKSSSS* Schritte a-c beliebig oft 
^SJl^^n7uf einem TWrgeformt und ^ 65 *££^%£fis die gemaB Synthesealgonth- 
SSKSm gefOllt. Je nach Beladung der Kap.Uaren ^gJLchte Kettenlange hergestellt ist, wobei 

SnSrN^leotidlokalspez^^^^ "J Synthe se S chritt definierte Loc, auf be- 

Beide Verfahren haben entscheidende Nachteile. uas 
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sagtem Substrat durch Verwendung von Stempeln 
mit vorbestimmten Mustern angesprocheri werden. 

Die kombinatorische Polymerbibliothek befindet sich 
auf einem festen; gegenuber den bei den Syntheseschrit- 
ten verwendeten Reagenzien inerten Trager (Matrix), 
der selbst nicht mikrostrukturiert sein muB. Es konnen 
sowohl ebene Flachen (Abb. 1, Schritt 1.1) als auch mi- 
krostrukturierte genutzt werden. Diese Bedingungen 
werden von jedem der in der Mikrostrukturierung ge- 
brauchlichen Wafer, z. B. Silizium/Siliziumoxid, aber 
auch von entsprechend poliertem Quarzglas, z. B. Su- 
prasil, erfiillt Die Oberflache des festen Tragers ist uber 
einen Linker und gegebenenfalls zusatzlich mit dem er- 
st en chemischen Baustein verbunden (Abb. 1, Schritte 
\2 und 1.3). Im folgenden wird ein derartig praparierter 
fester Trager als Substrat bezeichnet 

Ein Linker ist eine geeignete chemische Verbindung 
zwischen der Trageroberflache und dem ersten chemi- 
schen Baustein. Das Linkermolekiil ist frei wahlbar und 
richtet sich nach der prospektiven Anwendung. Der Lin- 
ker ist ein polyfunktioneiles, insbesondere bifunktionel- 
les Molekiii, das mit separaten funktionellen Gruppen 
eine kovalente Bindung mit dem Trager und mit dem 
ersten chemischen Baustein bildet. Das Substrat enthalt 
den Linker mit einer terminalen geschutzten funktionel- 
len Gruppe, Bei der Auswahl des geeigneten Linkers zur 
Herstellung einer Oligomer- oder Polymerbibliothek ist 
zu beachten, daB die Linker unter den gewahlten Syn- 
thesebedingungen stabil sind. Soiche Linker werden im 
Falle der Oligonucleotidsynthese z. B. aus 3-Glycidox- 
ypropyltrimethoxysilan oder 3-Aminopropyl-triethox- 
ysilan hergestellt (Chemically Bonded Stationary Phases 
for Aqueous High Performance Exclusion Chromato- 
graphy; Engelhardt, H. and Mathes, D.; Journal of Chro- 
matography, 142 (1977) 31 1 -320). 

Der Linker kann auch bereits den ersten chemischen 
Baustein beinhalten oder wird in einem ersten Synthese- 
schritt mit dem ersten chemischen Baustein verknupft 
Ein chemischer Baustein ist grundsatzlich ein an seinen 
funktionellen Gruppen geschutztes, zum Aufbau von 
Oligomeren und Polymeren geeignetes Monomer (z. B. 
CE-Nucleotid-Phosphoramidite, FMoc-Aminosauren, 
etc.). Dieser Baustein wird durch Entschutzung (Freiset- 
zung) der fur die Kettenverlangerung vorgesehenen 
funktionellen Gruppe aktiviert und kann so mit geeigne- 
ten Gruppen (z. B. eines zweiten chemischen Bausteins) 
in Wechselwirkung treten. Ein weiter Polymerisations- 
(Kettenverlangerungs-)Schritt wird somit eroffnet, 
wenn die hierfur notwendige funktionelle Gruppe des 
ersten Bausteins entschiitzt wird und so mit einer zuvor 
aktivierten funktionellen Gruppe eines zweiten chemi- 
schen Baustein reagieren kann. Dies erfolgt im erfin- 
dungsgemaBen Verfahren mit Hilfe eines topologisch 
definierten (mikrostrukturierten), gegenuber den bei 
den Syntheseschritten verwendeten Reagenzien inerten 
Stempeis, so daB positionstreu nur auf den definierten 
(vorbestimmten) Bereichen des Substrats die Entschut- 
zung erfolgt (Abb. 1, Schritt 1.4). Derartige Stempel- 
techniken sind an sich bekannt (Patterning self assem- 
bled monolayers: Applications in Materials Science; 
Amit Kumar, Hans A Biebuyck, George M. Whitesides; 
Langmuir, 1994(10), 1498-1511). Nach erfolgter Ent- 
schutzung liegt ein entschutzter Bereich auf der Ober- 
flache des Substrats vor (Abb. 1, Schritt 1.5), der mit 
einem aktivierten chemischen Baustein reagiert (Abb. 1, 
Schritt 1.6). 

Nach diesem Verfahren ist prinzipieil die Synthese 
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aller Polymere und Oligomere moglich, solange diese 
unter den gewahlten Bedingungen stabil sind (z. B. Nu- 
kleinsauren, Peptide, Poiysacharide und andere chemi- 
sche Verbindungen; die durch Mehrschrittsynthese her- 
gestellt werden, z. B. Polyterpene, usw.). Fur die Synthe- 
se werden dabei zur Herstellung von Oligonucleotide^ 
Polynucleotiden, Peptiden, Polysaccharides etc geeig- 
nete Monomere als chemische Bausteine eingesetzt 
Weiterhin ist auch die Synthese von Mischpolymeren 
aus solchen chemischen Bausteinen durchfuhrbar; so 
konnen z. B. mit einem Nukleinsauretag versehene Gly- 
copeptide aufgebaut werden. Die maximale Lange der 
synthetisierten Ketten ist abhangig von der Schritteffi- 
zienz (Ausbeute) der gewahlten Synthesechemie. 

Die Anordnung der Polymere auf der Trageroberfla- 
che resultiert aus dem gewahlten Synthesealgorhyth- 
mus, und dieser ist im Grunde frei wahlbar. Die Polyme- 
re haben eine durch den Stempelalgorhythmus be- 
stimmte Lange und sind auf der Oberflache eindeutig 
lokalisierbar. Die Methoden zur Synthese der erwahn- 
ten Polymere sind Stand der Technik. 

Das Verfahren zur Herstellung der Polymerbibliot- 
hek gestaltet sich im Detail wie folgt: 
Die Oberflache des Tragers wird gereinigt und vollstan- 
dig mit einem geeigneten Linker versehen. Dieser Lin- 
ker tragt an der terminalen funktionellen Gruppe eine 
abspaltbare Schutzgruppe, oder es wird in einem zu- 
satzlichen Schritt die gesamte Oberflache mit einem er- 
sten chemischen Baustein mit einer terminalen ge- 
schutzten funktionellen Gruppe besetzt; in beiden Fal- 
len ist die Oberflache geschutzt und kann selektiv lokal 
aktiviert werden. Die Stempel bestehen aus einem che- 
misch inerten Material, das organische Losungsmittel 
adsorbiert, z. B. Poly-di-methyl-siloxan (PDMS), wo- 
durch eine ausreichende Menge an Reagenzien zur Ent- 
schutzung spezifischer endstandiger funktioneller 
Gruppen positionstreu auf das Substrat aufgebracht 
werden und so die Kopplungsreaktionen an diesen Posi- 
tionen auf dem Substrat erfolgen. 

Stempel, deren aktive Oberflache ein durch den ge- 
wahlten Synthesealgorithmus vorbestimmtes Muster 
aufweist, werden wie folgt hergestellt Ein Negativ der 
Stempel wird auf zuvor festgelegte Weise in der Photo- 
lackschicht beschichteter Wafer mikrostrukturiert und 
gereinigt (Abb. 2, Schritt 2.1). Die Mikrostrukturierung 
ermoglicht die Realisation des gewunschten Syntheseal- 
gorhythmus. Damit wird auch die selektive Ansprache 
von definierten Bereichen auf einer Oberflache moglich. 
Di-methyl-siloxan vermischt mit einem geeigneten Har- 
ter wird auf das Negativ gegeben und zur besseren 
Handhabung und zum Schutz vor Kontaminierungen 
mit einer Glasplatte abgedeckt Das ausgehartete 
PDMS ist kovalent an das Deckglas gebunden (Abb. 2, 
Schritt 2.2), laBt sich aber problemlos vom Silizium und 
55 dem verbhebenen Photolack auf dem Stempelnegativ 
abziehen (Abb. 2, Schritt 23). Dieser Vorgang wird ent- 
sprechend wiederholt, bis alle fur die Synthese notwen- 
digen Stempelmuster hergestellt sind. Die Anzahl der 
fur die Herstellung einer bestirnmten Polymerbibliothek 
notwendigen mikrostrukturierten Stempel resultiert aus 
dem gewahlten Synthesealgorhythmus. 

Urn einen bestirnmten Bereich auf dem Substrat zu 
aktivieren; wird der hierfur vorgesehene, speziflsch mi- 
krostrukturierte Stempel mit dem Entschutzungsrea- 
genz beschichtet (Abb. 2, Schritt 2.4) und mit dem Sub- 
strat in Kontakt gebracht, d h. auf das Substrat ge- 
druckt Die dem Stempel exponierten Stellen (Kontakt- 
stellen) auf dem Substrat (Trager mit Linker und termi- 
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naler geschutzter funktioneller <*W£5hSK 

entschiitzt (Abb. 2, Schntte is> ™»*> ^ d die 0 ber- 
des Stempels und ^ dhc ^^XmSen Baustein; 
flache des Substrats dem ersten j**"*™^ Gruppe 
dessen zur Reaktion vorgesehene g^JJ^ S X 
zuvor aktiviert wurde, »usg«Ktet Da ™* ™£ 
stratandenaktmertenS^ 

^Sfi f ScSS Al^Syntheseschritten ist 
schutzt (Abb. 1, S>cnnu Losungsmittel zwi- 

SBTSSS&'SS* wiederholt, bis die ge- 
iSen^Variatione^^ 

betragt allerdmgs ; nur: S - M * £ £J ausge . 

systemtechnik identiscn . N Tec hnique for 

Assembled Monolayers: A flexible New £ 
Microfabricaaon;^sUW^ 

Kirn; George M. ^* S ^% J ° 8 8_89). Die maximale 

F^^^ft^-^ VOn - dCr 

angaben oder eigenen Erfahru ngen . oko . 

ein direktes MaB fur die Schr *^SKette ru betas, 
sen und damit einen . Marker ^zur JJ^J, ^^be. 

duktemiteinerfluoreszierendenGrupg fi 

tig. Beispiele solcher f^™"," 8 k £ un g en zw ischen ver- 
kulares Screening auf ^f^S die Sequenzie- 
«>hiedenen Molekulspezies (s.o.) sowie aieji 

rungwn^^ 

Ausfuhrungsbeispiel 
vorkommenden Basen 



journal of Chromatography^ ; 42 0 9 f Monoschicnt aus 

SSSaafeafFS 

trockenem Schutzgas .J^ffi ^ ffeinem 

^Sm^-rSS dem » den Abb. 2 

chloress.gsaur (TCA) ^ [ ^Wo Aceto nitril 
40 dem Stempel, 3.) yon Tetra . 

(ieweils 25 min), 4.) Kondensat on ^ s 
VNucleotid-Phosphoramid,^ ^ ^UeS) wSchenrnit 

klusabgeschlossen. d Reagen zien sind 

Die verwende^n {»gJ^ Nu i rt id wn ihe. 

«S?S555S1 Synthesizers, Users 
50 se (Mod els ' »J Wasch i 6s ungen werden uber 

Manual, ABI, IW)- " « - A<tnfl ir die Reagenzien 

Nad, den ersten «.erSt«mpetehntra ™d ™r 

65 hyl-Gmppe) wer ° en ™ l . 55 o C oder 8 h bei Raumtem- 
Si so daB nach voUstandiger Entschutzung d.e Oh- 
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gonucieotide am Trager verbleiben. Damit ist die Oligo- 
nucIotid-Trimer-Bibliothek hergestellt Die Ausbeute 
wird durch Absorptionsmessungen der abgespaltenen 
DMT-Gruppen bestimmt und ist nahezu quantitativ. 

5 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung einer Matrix-gebun- 
denen miniaturisierten kombinatorischen Polymer- 
und Oiigomerbibliothek von Nukleinsauren, Pepti- io 
den, Zuckern und anderen chemischen Verbindun- 
gen, die durch Mehrschrittsynthese hergestellt wer- 
den; und Kombinationen daraus, unter Verwen- 
dung eines chemisch inerten Sternpeis, dessen akti- 
ve Oberflache eine durch den gewahken Synthese- 15 
algorithmus vorbestimmte Mikrostrukturierung 
aufweist, wodurch ein selektives Ansprechen defi- 
nierter Loci auf einem Substrat ermoglicht wird, 
und eines Substrats, bei dem es sich urn einen festen 
inerten Trager handelt, auf dessen Oberflache eine 20 
Monoschicht aus einem Linker mit einer termina- 
Ien geschiitzten funktionellen Gruppe kovalent ge- 
bunden ist, dadurch gekennzeichnet, daB 

a. besagter Stempel in eine Losung enthaltend 
ein fur die Freisetzung der terminalen ge- 25 
schiitzten funktionellen Gruppen geeignetes 
Entschutzungsreagenz getaucht wird, 

b. der mit dem Entschutzungsreagenz benetzte 
Stempel mit dem besagtem Substrat in Kon- 
takt gebracht wird, wodurch an den Kontakt- 30 
flachen die terminalen funktionellen Gruppen 
freigesetzt werden, 

c. nach Waschen mit einem inerten Losungs- 
mittel das Substrat mit einem ersten aktivier- 
ten chemischen Baustein iiberschichtet wird, 35 
wodurch an den freigesetzten terminalen funk- 
tionellen Gruppen eine Kettenverlangerung 
durch den besagten chemischen Baustein er- 
folgt, 

d. die Synthesefolge der Schritte a— c beliebig 40 
oft wiederholt wird, bis die gemaB Syntheseal- 
gorithmus gewunschte Kettenlange herge- 
stellt ist, wobei bei jedem Syntheseschritt defi- 
nierte Loci auf besagtem Substrat durch Ver- 
wendung von Stempeln mit vorbestimmten 45 
Mustern angesprochen werden. 

2. Verfahren gem&B Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der chemische Baustein ein an seinen 
funktionellen Gruppen geschutztes, zum Aufbau 
von Oligomeren und Polymeren geeignetes Mono- 50 
mer ist 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als chemischer Baustein ein zur Her- 
stellung von Oligonucleotide^ Polynucleotide^ 
Peptiden, Polysacchariden oder entsprechenden 55 
Mischpolymeren geeignetes Monomer eingesetzt 
wird 
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Abbildung 1) SCHEMATISCHE DARSlELLUNG EINES 
SYNTH ESESCHRITTES 
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Abbildung 2) HERSTELLUNG DES STEMPELS 
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Ab bildung 3) Beispiel fQr ^^V^-^i, 
.Oligonucleotidtnmers rmt.els 
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